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RESUMEN

La lignina presente en la lignocelulosa es un polimero heterogéneo muy dificil de
degradar y solo los hongos de la podredumbre blanca son eficientes para degradar la
lignina, donde las lacasas tienen un papel predominante. La lacasas son enzimas
que tienen amplia especificidad de sustratos y un gran potencial de aplicacion en
biorremediacion, biopulpeo y sintesis organica, entre otros. Las principales
dificultades del uso de lacasas son el alto costo de produccion y el bajo nivel de
enzimas. La adicion de residuos lignoceluldsicos al medio de cultivo puede inducir la
produccion de lacasas y favorecer su aplicacion. Asimismo, el conocimiento de la
regulacion transcripcional de este gen en estos sustratos es importante para obtener
informacion de las lacasas de este hongo y que podria ser usada para establecer
estrategias de sobreproduccion de estas enzimas. En este estudio se examinaron los
niveles de produccion de lacasas durante 240 horas de cultivo de Trametes hirsuta
Bm-2 en medios suplementados con cascara de toronja, naranja, mandarina, platano
y salvado de trigo que se usaron como inductores y en medio salino que se utilizé
como control no inducido. EI RNA fue extraido del micelio obtenido a diferentes
tiempos de cultivo para analizar la expresion del gen lacasa usando la transcripcion
reversa cuantitativa (RT-qPCR). Se tom6 como gen de referencia la B-actina para la
normalizacion y determinacién de la eficiencia de la reaccién, lo que permitié la
estimacion adecuada de la expresion génica relativa. La actividad de lacasas en los
extractos libres de células fue medida empleando ABTS como sustrato. Los
resultados mostraron que en todos los medios suplementados con los residuos se
incrementd la actividad de lacasas con respecto al medio salino, sin embargo, los
perfiles de produccion de lacasas variaron en funcién del sustrato. La maxima
actividad obtenida fue de 5655 y 3515 U/mL a las 96h con toronja y naranja
respectivamente, que representa un incremento de 81 y 58 veces con respecto al
control. El nivel de los transcritos de lacasas mostro variaciones en los diferentes
tiempos de cultivo. Los mayores niveles de expresion fueron alcanzados en el
tratamiento con salvado de trigo. Los valores maximos de expresion relativa se

obtuvieron a las 240 y 96 h (12.8 y 10.49 ER), mientras que para el tratamiento de
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toronja el maximo nivel de expresién fue detectado a las 144 h con un valor de 6.71
ER. Es importante sefialar que no hubo correlacion directa en las cinéticas de
actividad de lacasas y la expresion relativa del gen. Se requiere realizar mas estudios
para esclarecer estas diferencias, sin embargo los resultados sugieren que: a)
durante el curso del cultivo se producen diferentes isoenzimas que difieren en su
afinidad por el sustrato ABTS, lo que se refleja en incremento o decremento de
actividad de lacasas. Otra posibilidad es que la composicion de fenoles en los
extractos enzimaticos, varia durante el cultivo y éstos difieren en su accidbn como
mediadores redox favoreciendo o no la oxidacion del ABTS por las lacasas.

Los hallazgos revelan un claro efecto de la cascara de toronja y salvado de trigo en
la induccién transcripcional de lacasas en Trametes hirsuta Bm-2. Asimismo, este
estudio representa un modelo de la induccion de lacasas que contribuye a la escasa
informacion reportada en desechos agroindustriales y que pueden contribuir al

desarrollo de procesos para la produccién comercial de lacasas.




